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lま しがき
ヒスチジンの定量法は Paulyのヂアゾ反応，ま
Tこは Knoopのブローム反応に基ずいて行われる。
Paulyのヂアゾ反応は非常K鋭敏ではあるが，ヒス
チツン K特有な反応ではなく，またイミダゾーノレ基
の呈色反応であるから結合ヒスチジンも，チロヂン
のオキシフェニール基をも呈色する不利がある。 
Knoop(1)のブローム反応は本来ヒスチツンの水
溶液にブローム水をブロームの黄色が消え去らない
程度K入れ，加熱すると赤色または紫赤色を呈し，
後， KOHを加えて強ア Jレカリ性となし深青色とな
った色素を比色定量したが， とのアノレガリ性にて形
成される色素が空気の酸素に対して不安定でγ表面 
より赤色に変色するため，シアンカリを加えて色素 
の安定をはかった。また検液が尿のよう K呈色阻害
物質を含むとか，蛋白分解物としてのチロヂシ等を
含むときは，障害物を除去するため，さらにヒスチ
ジン濃度の甚だ低い検液では，その濃縮を図るため
に，まずヒスチツンを水銀塩として分離したのちに
呈色反応を行っている。然し小山田 ωはこの栗原法
によるヒスチジンからの形成色素の酸化防止措署を
さらに黒色沈澱を生ずる反応であり遊離のヒスデジ.行っても，比色時の青色液Iゃになお少しの赤味が混
ンlζ特有で，ヒスタミンも軽度の着色をするが，と
の呈色ではブロームが過剰とならぬよう注意しなけ
ればならぬ ζとは当初から言われた。
Ka ppeller -Adler(2)は Knoop反応の際生ずる黒
色沈澱がアンモニアまたは炭酸アンモンに溶けて赤
紫色または青紫色lとなることを見出し， ζの Knoop
反応をヒスチジンの定量法に導入した。その際，呈
色を阻害する過剰ブロームを避けるために，ヨード
カリ澱粉紙で検しながら，ブローム水を加え，ブロ
一ム化後直ちに強アンモニア，アノレカリ性として呈
色した液を比色するのであるが，加えるブロームの 
適量を加える乙とは困難である。
瀬良(3)は乙れを改良し， pH 1~2 の検液 l乙ブロー
ム水を， わずかにブロームの黄色が残る程度比加
え，との過剰のブロームをロダンアンモンにて除い
たが，ブ、ローム化されたヒスチジンを発色させる l乙最
も適した酸度が pH5なるを認め，この pHにする
ように酷酸アンモン液を適量加えて比色定量した。
呈色時の色調が pHIL_より影響される事は G.Hun-
ter(日刊報告している。栗原ωはヒスチジンに一定
・量の過剰ブロームを加え，ブローム化終了後，未反
応の過剰ブロームをクロロホノレムにて抽出除去し，
ヒスチツンの色素原を瀬良法と同じように，しかし
加熱することなく pH4.61とて紫赤色に発色させた
ることを認め，栗原法の改変を試み，栗原法による
三塩素酷酸酸性にてのブローム化に代えて，小山田
は水銀法で分離したヒスチジンを燐酸酸性にしてブ 
ローム化したが，乙の変法ではヒスチジンにより青
色は増強した。しかし私がこれを追試すると i小山
田も時々経験したように，比色用の青色検液は不明
の原因 lとより槌色することがあった。
その後 A.Hunterく6)はブローム化に先だち瀬良
法l乙於けるように検液を酸性 (pH 1)とし， ブロ一
ム化物を呈色させるときの酸性を瀬良法に準じて
pH 5附近とし， またその時の温度を栗原法と同じ
ように室温 (250C) とlして優れた微量法を報告し
た。なお彼はブローム化を Langley(9) の報告に基
ずし1て遮光下で行うことが絶体必要であるとしてい
る。即ち散光下でブローム化を行ったものは暗所で
行ったものに比較してヒスチヲンの測定値は非常に
低い乙とを示した。特に彼が力説した注目すべき点
は，ブローム化液を弱酸性にして呈色するとき Cut+
がなければヒスチジンに由来する色素原はきたない 
濁った紫色K変り， Cu付があるときのみ美しい赤
紫色を呈することを見出したことで，それ以前発表
された諸定量にては試薬液に微量の Cu++が含まれ
ていたため，特に CuH を加える必要がなかったの
であろうとしている。しかしこの Hunter法では
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チロゲン， トリプトフプン等のヒスチジン類似の色 
素原を作るアミノ酸を除く前処署を省いているか 
ら，これが混在するときはこの定量法は定施出来な
私がここに発表する定量法は特に酵素試験液を 
16%三塩素酷酸同量にて除蛋白した猪液を用いる
場合を考慮して，被検ヒスチジン液には 8%三塩素
酷酸 1mlを加えおいて実施するようにしてある。
いうまでもなく，このような除蛋白漉液を用いると
きは，その 1m1を供試する。その大要をまづ述べ
ると，乙れに 1m1の塩酸を加えて酸性となし，ブ
ローム化を行い，ブローム酸カリを添加することに
より，ブローム化色素原形成を促進させ，ブローム
化後の過剰ブローム除去は， Conrad & BergC1O)に
より導入された亜此酸ソーダを用い，ブローム化色
素原を pH5附近i乙て呈色させる。そのとき A. 
Hunterの提唱に従って Cut+を添加して呈色を増
強させた。かくて測定されるヒスチジン量の範囲が 
A. Hunter法よりも広くなったが， この際に所要
な至適 Cut+量は A.Hunter ~(よればヒスチジン
量によ h多少変化するといわれているので，試薬l乙 
Cuitが混在する可能性をも考慮し A. Hunter法
の約2倍の Cut+量とグリシンを添加し，グリシン
と Cut+との酷塩を形成させることにより，呈色時
の Cuitを可及的一定に保つようにした。また 
N-HClを用いて酸度を高めたのは，チロヂン， トリ
プトファン等のアミノ酸からブローム化で生ずるヒ
スチジン類似の色素原を酷酸エテール，キシローノレ
混液を用いて，抽出除去するに充分な酸度を保つた
めである。
ヒスチジン水溶液についての定量法とその検討
試薬 
1) ヒスチジン基準液 M/1000 ヒスチジン液
再結晶した塩酸ヒスチジン 2.096gを溜水に溶し
て 100mlとする。使用に際し，適当l乙薄めて用い
た。 ζの液にはトルオールを重畳して腐敗を防い 
7ご。 
2) 飽和プローム水
ブローム約 3--4gを100mlの溜水に加えて，褐
色ピンKRrえる。
3) 銅塩酸混液
濃塩酸 9ml，1Mグリシン 10ml，0.05 %硫酸銅
(Cu S045H20) 15 mlを混和，溜水を加えて 100ml
とする。塩酸の濃度は約 1Nである。 
4) M / 1000ブロム酸カリ液 
5) 8%三塩素酷酸液
6) 車枇酸ソーダ液(過剰ブローム除去用)
亜枇酸約3gを10%NaOH 10 m1 rc.溶し，水を
加えて 100mlとする液は弱アルカリ性である。
7) 酷酸ヱチール，キシロール混液(ヒスチジン 
以外の色素原除去用)
酷酸エチール， キシロールを 3:1の割合lζ混ぜ
る。 
8) 2M酷酸ソーダ液 
CH3，cooNa，3H20 27.2 gを水 K溶かして 100 
mlとする。 
9) 1%アラビヤゴム液〈ヒスチジン色素安定
用)
アラピヤゴム 19を水 100ml rc.溶し，漏過して
用いる。
方法
容量約 30mlの小分液漏斗に除蛋白櫨液(検液l乙
同量の 16%三塩素酷酸を加えた漉液) 1 mlをと
り，これに銅塩酸混液 1ml，Ml1000ブローム酸カリ， 
1 ml，ブローム水約 0.5mlをこの順序に混ぜ，栓を
したまま 3TCのフ卵器rc.1時間放署， ついで亜枇
酸ソーダ液をブロームの黄色が消える迄滴加して，
過剰ブローム除去を行い，酷酸エテール，キシロー
ル混液 5mlを加え振還して，ヒスチジン以外の色
素原を除去し， 下層の水溶液の可及的全部を 10ml
の目盛付試験管に移し，なお分液漏斗中の有機溶媒
を水 1mlと振還し， ζの洗液は上記試験管lζ追加
する。これに 2M酷酸ソーダ液 2mlと，形成色素
の安定化をはかるため 1%ァラビヤゴム液 1mlと
を加え， 370 C水溶中に 10分間加温すると紫赤色を
呈するから水を 10mlの目盛迄加え， 吸光度を 540 
mμ で測定する。
計算 
Beckman型分光光度計Kて540mμ，液槽 1cm 
kて測定するときは後で述べるようにヒスチジン濃
度と吸光係数は正比例するから，純ヒスチジン水溶
液につき行った検量曲線(図 2)から，検液中のヒ
スチジン濃度は実測吸光係数から次式により求め得
る。
ヒスチジン mg/ dl=Ex73.88 
またヒスチジンを含まない検液の呈色操作後の液
では測定吸光度は Oであり，また無色であるから， 
M / 500の純ヒスチジン液 1mlと8%三塩素酷酸 1m1
との混液を，上記のように操作し呈色させた液を標
準液として Dubosq比色計を用いて定量すること
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も出来る。 図2. ヒスチジン水溶液 1ml+8%三塩素酷酸 
実験 1 mlを呈色
測定には Beckman型分光光度計にて液槽 1以下の実験は， Beckman型分光光度計を用い吸
cm，540mμ にて測定
光度測定によるものである。 
1) 形成色素の最大吸収波長
上述の方法により M1500ヒスチジン液 1mlと8%
三塩素酷酸 1mlとの混液を用いて呈色した液の吸
収スペクト Jレを求めると図 1のように最大吸収は
図1. M 1500 スチツン水溶液 1mlに8%三塩素
酷酸 1mlを加えて呈色した。 I
測定には Beckman型分光光度計で 1cmの液
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560mμ と560mμ との範囲にあったゆえに， 以下 ローム酸カリ 1mlを加えであるが， 乙の添加は，
の実験l乙当りては， 540mμ における吸光係数を測 色素原形成を促進するを利用したものである。ブロ
定した。 ーム酸カリ液が色素形成を促進することを図 31[示
2) ヒスチジン濃度と吸光係数 しである。この図にみられるように色素原形成の極
大はブローム酸カリの高い程速かに到達される傾向MIん，0ω口3
度のヒスチジン7~t溶溶液水 
MIん2仰 MIん MI5仰 ん∞仰 ん 0' MI400 24仰 ん MI100 MI20口 ん∞仰躍濃 
叫吐 
を混じ，上記の操作はより呈色した。図 2は吸光係
数がヒスチジン量lζ比例することを示している。こ
れからみると本法でヒスチジン定量を行いうる濃度
範囲は M14000 より M1200迄である。 
1m1l三塩素措酸8%に乙1 mll 
3) 呈色後の吸光係数の変化
ヒスチジン呈色液の安定度を調べるため，呈色操
作後の液を室温iこ放置すると 30分迄は吸光度は変
化しないが， そののち少しづっ槌色する。表 1は 
M/500ヒスチジン水溶液 1ml R.8%三塩素酷酸 1ml
を加えて変色した液の吸光係数の変化経過である。
この程度の安定度があれば，日常の実験に於いて多
数の測定を行う場合にも充分時間の予裕があるもの
と考える。 
4) ブローム酸カリのブローム化色蓑原形成促進
作用
ブローム化を行うとき，上記の方法では M11000ブ
があるが，その極大値は M/1000ブロ{ム酸カリ 1ml
を用いるとき最高であり，このときの吸光係数はブ
ローム酸カリ不添加のときと等しいが，乙の極大吸
光係数を示すまでに要する時間が半分l乙短縮され
る。又 M11000より高濃度のブローム酸カリ!の添加で
は色素形成量は少なく， M11000以下のブローム酸カ
リの量では，色素原形成が最大l乙達するまでの時間
を短縮しない。
上述のようにブローム化K際して，ブローム酸カ
リを添加したのは，本法を上述のように実施するこ
とを考究する悶v，ブロームカリ添加量によりヒスc.
チジン呈色がしばしば動揺することを認め，塩酸酸
性にてブローム化を行う際，副生するブローム水素
酸を除去する目的のためであった。又 Hunter(7)の
最近の報告によれば，ブローム化に使用するブロー
ム水が古くなった場合， ヒスチジンの示す吸光度が
新鮮ブローム水を用いた前報告のときよりも高く出 
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図3..M / 50 ヒスチジン 1mlを用いる 
① はブロム化の際 M/50KBr03を 1mlを加えた場合 
② M/10 KBr03 
① M/ZOO KBr03 
④ M / 100 KBr03 
① KBr03を加えない場合
測定は Beckman型分光光度計にて 540mμ，1cmの液槽で測定した。 
第 2表 
添加アミノ酸濃度 
M / 50ヒスチジン/cc+テロヂン/cc 
M/50ヒスチジン/cc十トリプトフプン/cc
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ブローム化のIJm] 
度のとき lζは，ヒスチジンの示す吸光度が，ブロー 
ム酸カリ不添加のものよりも高くなり，その増は 
0.6mg HBr K相当する KBrを添加した場合に最 
吸光係数 
10' 20' 30 40' 50'・ 
Kる乙とがあり，乙れはブローム水中 出来たブロ一
ム水素酸によるものであろうと考えて，ブロームカ
リを添加して呈色したところ，ヒスチジンが高濃度
では，殆んど影響がなかったが，ヒスチツンが低濃
大であったと述べている。ゆえに私はブローム酸カ
リは添加しないで，乙の Hunter(7)の報告にもとづ
き0.6mgの HBr~[相当する KBr を添加して， 
2時間半ブローム化を行い，その影響をみたが，影
響なく，叉ブローム酸カリを用いる本定量はより 
KBrの添加の影響をみたが，影響は認め得なかっ
た。ただし， ブローム化時聞を 1時間とするとき
には，ブローム酸カリ不添加試験ではブロームカリ
の在否児関せず色素原形成が完了していないが，
ブロームカリのある場合の方が呈色度を高める乙と
は認められた。以上のことからブローム酸カリのブ
ローム化色素原形成促進作用は如何なる作用機序に
よるものか明らかではなし、。 したがって Hunter
の報告はそのまま実証レ得なかったが， Hunterの
① 
60'一 70' 80' 90' 100' 1l0' 120・ 
• 
報告にもあるように HBrの呈色増強がヒスチツン
濃度により左古されるとすれば，乙の HBr影響を
消去するブローム酸カリの添加は有意義ということ
になる。
5) チロヂン， トリプトファンの影響
Wooley & Peterson(12)， Racker(13九及び Hun-
ter等により認められた如く，チロヂン， トリプト
ファンはブロームを吸収してヒスチツン類似の色素
原を作る。この色素原除去のため上記抽出操作を行
ったのであるが，表2の如くチロヂン，トリプトフプ
ンは，それら溶液 1ml添加では M/400迄は吸光係
数に影響しなかった。抽出に用いた溶媒の混合比は
ヒスチジンの色素原を水層lζ留め， トリプトファ
ン，チロヂンのものを除去すると共~[，水層の潤濁
を避けるに最適であった。なお， ブローム化終了
後，過剰ブローム除去のための亜硫酸ソーダを滴加
すると，ヒスチジンのみの液は完全脱色されるが，
チロジン含有液は微赤色を呈し，叉トリプトファン
含有液は黄色の濁りを生ずるが，これらの混入する
色叉は濁りは抽出操作で除去できる。
め チスティン，メチオニンの影響
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第 3表 
添加アミノ酸濃度 。 M/800 M/400 M/200 M/100 
M/500ヒスチジン/cc十チステイン/cc 
M/500ヒスチツン/cc十メチオニン/cc 
Hunter Kよれば，チスティン， メチオニンはヒ
スチジンの呈色反応を阻害し， 1.25 mg (M/100液 1 
ml) のチスティンの混入でヒスチジン呈色が 24%
阻される。私の実験も表3の如く混入されたチステ
・ィン，メチオニンが M/400以下の濃度では阻害が認
められなかったが，M / 200では阻害がある。チロヂ
ン，トリプトファンとの阻害様式の相違は別として，
チスティン，メチオ，ニンがヒスチジン呈色を妨げな
い上限濃度は，それらのアミノ酸の場合と偶然、にも 
等しかった。
7) グリシンの影響
Wooley & Peterson(12)はグリシンはヒスチジン
の呈色を阻害するといっている。また， A. Hunten 
即応よれば，グリシン，イソロイシン等のアミノ酸 
をヒスチヲン溶液が含有するとき Cu+tと酷塩を作
り，有効 Cu+t量を減少させて，ヒスチジン呈色を
阻害する場合のあるととを報告しているが，他方ま 
Tこ過量の Cu+tもヒスチジン呈色を阻害すると述べ
ている。本定量法に於いて銅塩酸混液はグリシンを
含んでおり， Hunterの用いた Cu+t量の約 2倍の。
19.8rの Cu+tを用いて図 2のように，さらに広い
範囲のヒスチジン量を測定出来た。 Hunter法では 
Cu+tを 11.5r用いて M/ 500迄のヒスチジンは定量
し得るというが， Cu+t濃度を Hunter法よりも高
くしても低濃度のヒスチジンで呈色の阻害の起らな
いのは，グリシンが余分の Cu++と酷塩をつくるた
めと考えられる。本法ではグリシン濃度が高いか
ら，検液がグリシンその他のモノアミノモノカルボ 
ン酸，rことえばロイシンなどが多少含まれでも吸光
度に影響しないo
尿中ヒスチジンへの応用
本定量法は尿中ヒスチジン定量K用いるときは， 
呈色は尿素により甚しく阻害されるため， Dowx 50 
K尿中ヒスチジンを吸着させ苛性ソーダKて溶出定
量した。
試薬
1) Dowx 50 (H型)(100--200 meshのもの) 
市販の Dowx50 100--200 meshのものを洗液
が無色になる迄洗い， 次いで 5%HClで洗液が酸
性になる迄洗ったものを用いる。 
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2) IN NaOH 
3) 上記ヒスチジン定量試薬
方法 
先端を細くした直径約 0.5cm，長さ約 40cmの
ガラス管に少量の脱脂綿をつめ， Dowx 50 (H型) 
2mlをカラム花入れ，次いで尿に等量の 16%三塩
素酷酸を加えて櫨過した憾液 10mlを上記のカラム
に通す，さらに約 20mlの水でカラムを洗い， N-
NaOHを1mlづつカラムに通し，流出液を別々の
試験管に分劃し， T. B.試験紙を青変する流出液を 
初めて得る試験管Kは，さらに 4mlNaOHのをカ 
ラムを通して流出させる。 ζの試験管中の液量は 5
mlとなる。その 1mlを小分液漏斗はとり， IN 
HCl 1 ml Kて中和したのち，上記の方法にて測定
する。
実験
1) カラム法に於けるヒスチジン回収率 
ヒスチジン水溶液を用いて上記尿ヒスチジン定量
操作を行うとき，ヒスチジンは完全に回収出来るこ
とを表4は示している。乙の表は M/500ヒスチジン 
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に等量の 16%三塩素酷酸を加え，その 2mlを直ち
l乙ブローム化した場合の吸光係数を対照とし，別に
その 10mlを上記カラム法を用いてヒスチジン溶出
流出液 5mlのうち 1mlを中和， 1 m18%三塩素酷
酸追加液に呈色した成績を示す。
2) 尿に添加したヒスチジンの回収率
実験は尿 4mlK M/100ヒスチジン 1m1の割合K 
混ぜたものに等量の 16%三塩素酷酸を加え， その
も慮液 10mlを上記尿ヒスチジン定量操作に用い，流
出液 1mlを供試した。叉盲検として尿 4mlK水 1 
mlの割合K混ぜたものを同様にカラム操作し，流
出液 1mIを呈色に供試した。 ζの吸光度の差が M/
500ヒスチジン 1mlを用いる場合の吸光度の差に等
しければ尿に溶したヒステジンの回収率は 100%で
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ある。表 5は尿に加えたヒスチジンが完全に回収出
第 5表
抗 cfzfz;41E玩 r:;
 
:3i:::;|;:;;[ 

来ることを示している。
者按  
本定量法はブローム化されたヒスチジンを pH5 
附近iとて呈色定量する方法であるが， 8%三塩素酷
酸を含む除蛋白糖液を用い， IN塩酸を加えて酸性
とするが，グリシンを用いて pHを 1附近に保つ，
然、し本定量法は抽出操作を含み，用いた三塩素酷酸
は抽出除去されるため，呈色時酷酸ソーダを加えて
pH5 Kするとき三塩素酷酸によりさらに酸性とな
ることはない。
また， A. Nunter(6)及び  Langlye(9)はブローム
化を暗黒中にて行せる報告をしているが，本定量法 
K於いても， 370Cのフラン器中にてブローム化を
行った。これは 370Cのフ卵器が比較的何処にでも
備えられており，暗黒中で一定温度下でブローム化
が出来るために好都合であると考える。
ブローム化に要する時間は図 3にみられるよう
添加により不添加1mlブローム酸カリM 11000乙，l
のものに較べて半分以下になり， 40分で最高  K達
し90分迄持続する。実験に当つてはブローム化の
時聞を 1時間としたのは， ζの点が一番安全と考え
たからであり，また， A. Hunter法比較べてブロ
ーム化の時聞が半分以下に短縮出来，さらに，便利
になったものと考える。また，尿中ヒスチジンの測
定は尿中にある尿素により阻害されるため，在来種
々その対策が用いられて来た。 Kappeller・Adler(2)
は Barytを加えて燐酸塩を除き， Hopkins試策で
ヒスチジンを沈澱分離し， ζれを塩酸に溶し，硫化
水素で脱水銀し，硫酸酸性としたのち比色定量l乙供
した。 Niendorf(ll)は獣炭に吸着させた尿中ヒスチ
ジンを酷酸l乙溶出して， Kappeller-Adler(2)法によ
り比色定量を行っている。 しかし Langley(9)は尿
中ヒスチジンの定量は尿素により強く阻害される乙
とを認めているが，それにも拘らず、過マンガン酸カ
リと活性炭で尿中の色素原を分解除去したのち，ヒ
スチツンを比色定量し，添加既知量のヒスチツンの
回収率から，尿ヒスチジン量を算出している。栗原
仰は活性炭を用いで尿を脱色し， Borax Hinsberg 
と試薬を加えて，ヒスチジンを不溶性の水銀塩とし
て取り出し，三塩素酷酸lζ溶して硫化ナトリウムを
投入して水銀を除ふ尿素も色素原も含まない櫨液
を比色定量K供した。小山田山は栗原法を尿l乙用い
て追試したとき，その操作ではヒスチジン以外の色
素原の除去が時々不充分であったから，尿を酸性と
なし，昇末を以ってヒスチジン以外の色素原を除く
と同時に， "1彦酸を用いてカルシウムをも除き，さら
l乙 Hinsberg試薬を加えるとき， Boraxの代りに
炭酸塩を用いてアルカリ性とし，ヒスチジン水銀塩
の生成を早め，沈澱分離したヒスチジン水銀塩から
の脱水銀は，ヒスチジン水銀塩を溶した燐酸液中に
硫化ナトリウムを加えて行った。しかし ζの方法は
実施が複雑である。私はヒスチジン水溶液，ヒスチ
ジンを加えた尿広三塩，素酷酸を加えて除蛋白操作し 
た溶液を Dowx50 (H型)のカラムに通し， ヒス
チジンをイオン交換樹脂に吸着させ，水洗後，苛性
ソーダをカラムを通して溶出を試みた。溶出液がア
ノレカリ性K変化すると同時tc::， ヒスチジンが溶出さ
れ，且つ，用いたヒスチジンが損失することなく定
量出来た。とのようにイオン交換樹脂を通すという
簡単な操作で定量出来る。
総 f吉 
三塩素酷酸除蛋白糖、液中のヒスチジンを Knoop
法にもとづいて定量する。ブローム化の際ブローム
酸カリを添加することにより，ブローム化の時闘を
短縮し，酷酸エチール，キシロールを用いる抽出操
作により，チロジン， トリプトファンに由来する色
素原を除去することが出来た。乙れらのアミノ酸の
濃度は M/400迄は影響しなくなる。なお， ブローム
化に先だちグリシンを添加しておくと呈色を促進す
る Cut+の至適濃度の範囲が広まるから，比較的多
量の Cut+を用いつつ広範囲のヒスチジンの定量が
出来た。尿中ヒスチジンの定量は尿素による阻害を
避けるため， Dowx 50 (H型)を用いて，ヒスチジ
ンをイオン交換樹脂に吸着させ，水洗後被検尿と同
量の NaOHKて溶出し，その 1mlをとり，中和，
ヒステジン定量を行った。
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